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(54)Bezeichnnng: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR HERSTELLUNG FLOSSIGER, DISPERSER SYSTEME 

(57) Abstract 

The description relates to a continuous 
process for producing liquid, dispersed systems 
in which a pre-dispersion is sequentially ex- 
truded at high pressure of 6.6 to 250 MPa 
through 1 to 8 filter stages with decreasing pore 
sizes between 0.01 and 35 urn. There may be up 
to 20 passages per filtering stage. The description 
also relates to a device which may be used to 
implement the process of the invention. 

(57) Zusammenfassung 

Es wird ein kontinuierliches Verfahren zur 
Herstellung flussiger, disperser Systeme beschrie- 
ben, welches dadurch gekennzeichnet ist, dafi 
man eine Vordispersion unter hohem Druck von 
6,6 bis 250 MPa sequentiell fiber 1 bis 8 Filterstu- 
fen absteigender PorengrdBe zwischen 0,01 und 
35 um extrudiert, wobei bis zu 20 Passagen pro 
Filtrationsstufe angewendet werden kOnnen. Fer- 
ner wird eine Vorrichtung beschrieben, die zur 
Durchfuhrung des eifindungsgema^en Verfah- 
rens dienen kann. 

Diagram of a device of the invention 
Schematische Darstellung einer erfindungsgemSBen Apparatur 
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Verfahren und Vorrichtung zur Herstellung flussiger, disperser 
Systeme 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Herstellung flussiger, 
disperser Systeme. 

Neben der kosmetischen Industrie besteht vor allem in der pharmazeutischen Industrie 
ein groBer Bedarf an Verfahren und Vorrichtungen zur Herstellung disperser Systeme. 
Dies gilt insbesondere aus dem Grunde, weil man bei der Suche nach neuen 
Moglichkeiten des Arzneistofftransports sogenannte Arzneistofftragersysteme (drug- 
delivery systems) entwickelte, die disperse Systeme (insbesonders fest/flussig oder 
flussig/flussig) darstellen. Hierunter zu nennen sind beispielsweise Emulsionen 
(flussig/flussig) fur die parenterale Emahrung oder Darreichung schlecht 
wasseridslicher Arzneistoffe und insbesondere Liposomensuspensionen, welche als 
zielgerichtete Arzneistofftrager Anwendung finden konnen. 

Aufgrund der hydrophoben Wechselwirkungen entstehen nach Dispersion von 
Phospholipiden in Wasser spontan geschiossene Lipidvesikel, welche Liposomen 
genannt werden. Bei diesen handelt es sich urn spharische oder elliptische Hohlkorper 
mit einer oder mehreren Lipiddoppelschichten ("bilayer"), welche eine waBrige Phase 
einschlieBen. GemaB ihrer GroBe unterscheidet man hierbei kleine, unilamellare (small 
unilamellar vesicles [SUV] mit Radien von 25 bis 50 nm) und groBe, unilamellare 
Vesikel (large unilamellar vesicles [LUV] mit Radien groBer 
50 nm bis zu 10 pm) (Weiner, N., Martin, F., Riaz, M., Drug Dev. Ind. Pharm. 15. 1523- 
1554(1989)). 

Femer kennt man multilamellar Liposomen (multilamellar vesicles [MLV]), bei denen 
mehrere konzentrisch angeordnete bilayer vorliegen sowie multivesikulare Liposomen 
(multivesicular vesicles [MW]) f welche in ihrem Lumen wiederum vesikulare 
Strukturen aufweisen. 

Die Liposomen eignen sich sowohl zum EinschluB hydrophiler als auch lipophiler 
Arzneistoffe, wobei Umfang und Ort des Einschlusses von den physikochemischen 
Eigenschaften des Arzneistoffs und der Lipidzusammensetzung der Liposomen 
abhangig ist. 

Alle Verfahren zur Herstellung von Liposomen beinhalten als wichtigsten Schritt die 
Dispersion des Lipids bzw. Lipidgemisches in einer waBrigen Phase. Ausgehend 
hiervon, kann man samtliche Herstellungsverfahren gemaB der drei 
Hauptdispersionsprinzipien einteilen. Hierbei unterscheidet man "mechanische 
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Dispersion" (mechanical dispersion) , "Zwei-Phasen Dispersion" (two-phase 
dispersion) und "Detergenz-Solubilisation" (detergent solubilization) (New, R. R. C. 
(Hrsgb.), Liposomes: a practical approach, Oxford University Press, New York, 1990, 
S. 33). 

Bei den Methoden, die eine "Zwei-Phasen Dispersion" beinhalten, sind vor allem die 
begrenzte Loslichkeit einiger Lipide in organischen Losungsmitteln sowie der hohe 
Aufwand bei der Entfemung der verwendeten Losungsmittel (wie Chloroform, 
Methanol, Dieethylether), zur Absenkung der Restlosemittelkonzentration auf 
tolerierbare Konzentrationen (Toxizitat), nachteilig. Die "Detergenz- 
Solubilisationsmethoden" weisen den Nachteil des nur schwierig aus der Preparation 
zu entfemenden Restdetergenzgehalts auf. 

Bei den sogenannten "mechanischen Dispersionsverfahren" wird demgegenuber auf 
die Verwendung organischer Losungsmittel oder Detergenzien wahrend der Dispersion 
des Lipids in der Wasserphase verzichtet. In der Regel wird hierbei zunachst ein 
Lipidfilm durch Rotationsverdampfung einer organischen Losung des Lipids bzw. 
Lipidgemischs (zum Beispiel in Chloroform, Methanol oder Diethylether) gebildet. Zur 
vollstandigen Entfemung des Restldsemittels erfolgt danach oftmals eine 12-24 
stundige Lyophilisation bei hohem Vakuum. Durch anschlieBende Zugabe einer 
waBrigen Phase und bloBes Schutteln (die sogenannte hand-shaken method nach 
Bangham, Bangham, A. D., Standish, M. M., Watkins, J. C, J. MoL Biol. 13, 238-252 
(1965)) erhalt man eine MLV-Suspension die hinsichtlich der LiposomengroBe und 
Lamellaritat auBerst heterogen ist. 

Zur Weiteiverarbeitung entsprechender MLV-Suspensionen existieren mehrere 
Verfahren, bei denen in der Regel SUV oder LUV erhalten werden. 

Die alteste und am weitesten verbreitete Methode zur Herstellung von SUV ist die 
sogenannte "sonication method" (Ultrabeschallungsmethode). Hierbei werden MLV 
durch Ultrabeschallung (Ultraschallstab oder Ultraschallbad) zerkleinert. Die so 
erhaltenen Liposomen haben einen mhtleren Durchmesser von 20 bis 60 nm und eine 
EinschluBkapazitat unter 1%. Die Nachteile dieser Methode liegen vor allem in der 
hohen Warmezufuhr, die zu einer Zersetzung des Lipids bzw. des Arzneistoffs fuhren 
kann sowie in der Schwierigkeit auch groBere Probenmengen reproduzierbar zu 
verarbeiten. Bei der Verwendung des Ultraschallstabs besteht daruberhinaus der 
Nachteil der Verunreinigung der Probe mit Titansplittem sowie der Bildung eines 
Aerosols (siehe die bereits zitierte Publikation von R.R.C. New). 
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Eine weitere Methode zur Herstellung von kleinen uni- oder oligolamellaren Liposomen 
ist die "french press method", deren Name auf die dabei verwendete 
Hochruckapparatur (french press) zuruckgeht. Diese Anlage besteht aus einer 
elektrischen, hydraulischen Presse und einer Hochdruckzelle, die je nach Ausfuhrung 
ein maximales Fassungsvolumen von 4 oder 40 ml aufweist (New R.R.C.; siehe oben). 
Nachteilig an dieser Methode ist neben dem begrenzten Volumen der zu 
verarbeitenden Dispersionen vor allem die Tatsache, daft die fertigen 
Liposomensuspensionen in der Regel mit Abriebruckstanden der Druckkammer oder 
einem Anteil nicht zerkleinerter MLV kontaminiert sind sowie die Schwierigkeit den 
Temperaturanstieg in der Kammer zu kontrollieren. 

In jungster Zeit fanden auch sogenannte Hochdruckhomogenisatoren Eingang in die 
Liposomentechnologie. So wurde die Herstellung von SUV mit- einem 
Kleinstmengenringspalthomogenisator aus MLV- oder Lipiddispersionen (ohne 
vorherige Filmbildung) beschrieben (Brandl, M. r Bachmann, D., Drechsler, M M Bauer, 
K. H., Drug Dev. Ind. Pharm. IS, 2167-2191 (1990)). 

Dieses Verfahren erlaubt die reproduzierbare Herstellung kleiner Mengen homogener 
SUV-Dispersionen mit sehr kleinen mittleren Durchmessem (< 50 nm). 
Nachteilig ist aber vor allem das Auftreten von Gerateabrieb (Ringspalt etc.) sowie die 
schwierige Kontrolle der Produkttemperatur. 

Neben den vorher beschriebenen Verfahren zur Herstellung von SUV gibt es auch 
mehre mechanische Verfahren zur Herstellung von LUV, die ebenfalls unter 
Verwendung von Vordispersionen (Liposomen oder Lipid) arbeiten. 
Das alteste dieser Verfahren ist die die sogenannte "extrusion method". Bei diesem 
Verfahren wird eine MLV-Dispersion von Hand sequentiel! uber Filterhalter mit 
Polycarbonatfiltem absteigender PorengroBe (3.0, 1 .0, 0.8, 0.6, 0.4 und 0.2 pm) bei 
Drucken bis zu 0,35 MPa filtriert (Olson, F., Hunt, C. A., Szoka, F. C, Vail, W. J., 
Papahadjopoulos, D. f Biochim. Biophys. Acta 552, 9-23 (1979)). 

Eine Weiterentwicklung dieser Extrusionsmethoden stellt die sogenannte "LUVET- 
Methode" (Large unilamellar vesicles by extrusion) dar (WO86/00238, 1986 und Hope, 
M. J. s Bally, M. B., Webb, G., Cullis, P. R., Biochim. Biophys. Acta 312, 55-65 (1985)). 
Bei diesem diskontinuierlichen Verfahren wird eine grobe Lipid- oder 
Liposomendispersion bei Drucken unterhalb 3,5 MPa mehrfach uber zwei 
Obereinandergelegte Polycarbonatfilter mit PorengroBen kleiner/gleich 100 nm 
extrudiert. Hierbei erhalt man unilamellare Liposomen mit einem Durchmesser von 60 
bis 100 nm und einem EinschluBvolumen von 1 bis 3 I waBrige Phase pro mol Lipid. 
Wird die Liposomensuspension unterhalb einer Lipidkonzentration von ca. 200 pmol 
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pro ml zusatzlich einigen freeze-thaw Zyklen (Einfrieren der Suspension und 
anschlieBendes Auftauen - Cullis, P. R., Mayer, L. D., Bally, M. B M Madden, T. D., 
Hope, M. J M Adv. Drug Delivery Rev. 3, 267-282 (1989)) unterzogen, so laBt sich eine 
Steigerung der EinschluBeffizienz feststellen. Bei Verwendung von Drucken von bis zu 
5,5 MPa konnten sehr hohe Lipidkonzentrationen verarbeitet werden. 
Bei den bei dieser Technik verwendeten Druckfiltergeraten, wird die Vordispersion in 
einen direkt uber den Membranen liegenden AufguBraum gegeben, das DruckgefaB 
verschlossen und anschlieBend mittels Druckluft oder Stickstoff der zur Filtration 
notwendige Druck aufgebaut. Das Filtrat wird uber einen AuslaB entnommen und 
anschlieBend emeut bis zu 20 mal in den AufguBraum zuruckgefuhrt. 
Ein Nachteil der Extrusionsmethoden liegt in der diskontinuierlichen Betriebsweise, den 
geringen Arbeitsvolumina sowie den niedrigen Filtrationsdrucken der kommerziell 
verfugbaren Gerate. 

Ein relativ neues Verfahren stellt die Hochdruckhomogenisation mit dem sogenannten 
Microfluidizei™ dar (Mayhew, E., Lazo, R. f Vail, W.J., King, J., Green, A.M., Biochim. 
Biophys. Acta 7Z5, 169-174 (1984)). 

Bei dieser Methode wird eine MLV-Dispersion oder eine grobe, waBrige 
Lipiddispersion zunachst in ein Reservoir eingebracht und mittels einer 
Hochdruckpumpe uber einen Vorfilter (5 pm) in eine sogenannte Interaktionskammer 
gepreBt, in der der Flussigkeitsstrom in Mikrokanalen in zwei Einzelstrome 
aufgespalten wird, die anschlieBend mit hoher Geschwindigkeit wieder vereinigt 
werden. Nach Austritt aus der Interaktionskammer kann die erhaltene Dispersion 
entweder entnommen oder rezirkuliert werden. 

Nachteilig bei diesem Verfahren ist vor allem das Auftreten von Metallabrieb in den 
fertigen Praparationen sowie die Tatsache, daB teilweise ein Verlust bzw. eine 
Zersetzung des Lipids beobachtet wird (Talsma, K, Ozer, A.Y., van Bloois, L, 
Crommelin, D.J.A., Drug. Dev. Ind. Pharm. 15, 197-207 (1989)). Daruberhinaus laBt 
sich die GroBe und Lamellaritat der Liposomen nur uber einen begrenzten Bereich 
reproduzierbar einstellen. 

Bei der Hersteliung von Emulsionen finden einfache, schnellaufende Ruhrer, 
Mixbecher, Ruhrer mit Rotor und Stator (z.B. Ultra Turrax) sowie Kolloidmuhlen 
Verwendung. Aufgrund verschiedener geratetechnischer Nachteile sowie der 
schlechten Reproduzierbarkeit und den geringen Dispersitatgraden, die mit diesen 
Geraten erzielt werden, haben sich neben der Ultrabeschallung (im LabormaBstab) vor 
allem die Hochdruckhomogenisationsverfahren, trotz der damit verbundenen 
Nachteile, bei der Emulsionsherstellung durchgesetzt (Praveen, T. (Hrscjb.): 
Specialized drug delivery systems, Drugs and the pharmaceutical sciences, Bd. 41 , 
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Marcel Dekker, Inc., New York, Basel 1990, S. 317 ff.). Hierbei sind vor allem der 
Ringspalthomogenisator der Firma APV Gaulin (LQbeck, Deutschland) bzw. der 
Microfluidizer™ zu nennen, deren Anwendung z.B. zur Herstellung von Emulsionen fur 
die parenteral Ernahrung bereits beschrieben ist (Washington, C, Davis, S.S., Int. J. 
Pharm. 44. 169-176 (1988) und Muchtar, S., Jacobs, G.P., Benita, S., Tenside Surf. 
Det. 2§, 347-351 (1989)). 

Das erfindungsgemaBe kontinuierliche Verfahren zur Herstellung flussiger 
Dispersionen hat die aufgezeigten Nachteile der vorbekannten Verfahren nicht. Es ist 
dadurch gekennzeichnet, daB man eine Vordispersion unter hohem Druck von 6,6 bis 
250 MPa sequentiell uber 1 bis 8 Filterstufen absteigender PorengroBe zwischen 
0,01 und 35 pm extrudiert, wobei bis zu 20 Passagen pro Filtrationsstufe angewendet 
werden konnen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird vorzugsweise bei einem Arbeitsdruck von 7 bis 
80 MPa durchgefuhrt. Die Extrusion kann dabei auf jeder Filtrationsstufe uber jeweils 
einen oder eine Kombination aus 2-4 Filtem gleicher Oder unterschiedlicher 
PorengroBe erfolgen. Hierbei werden zumeist Membranfilter wie zum Beispiel 
Polycarbonatmembranen (Oberflachenfilter) etwa der Firma Nucleopore (Tubingen) 
verwendet. 

Im Gegensatz zu den vorbekannten Verfahren sind aber auch andere Filter ent- 
sprechender Differenzdruckfestigkeit aus unterschiedlichsten Materialien und in den 
unterschiedlichsten Geometrien (wie zum Beispiel Filterscheiben, -tassen oder - 
kerzen) zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens geeignet. Geeignete 
Filter sind Metall- bzw. Polymermembranen oder anorganische Materialien wie 
beispielsweise Glasfaser- oder Anopore^Membranen (Fa. Anotec, Banbury Oxon, 
England). Beispiele fur geeignete Polymermaterialien sind Filter aus 
Potytetrafluorethylen (PTFE), Polypropylen (PP), Polyvinylidenfluorid oder 
Celluloseestem wie beispielsweise Celluloseacetat. 

Es wurde bereits erwahnt, daB die Erfindung nicht nur ein Verfahren zur Herstellung 
von flussigen Dispersionen betrifft, sondern auch eine Vorrichtung zur Durchfuhrung 
dieses Verfahrens. Diese Vorrichtung, welche als kontinuierlich arbe'rtende 
Hochdruckextrusionsapparatur bezeichnet werden kann (s. Abb. 1), ist gekennzeichnet 
durch ein VorratsgefaB (1), dessen AbfluBleitung zu einer Hochdruckpumpe (2) fuhrt, 
die zum Aufbau von Arbeitsdrucken von maximal 250 MPa ausgelegt ist. 
Ausgangsseitig ist diese Pumpe mit einem zur Aufnahme der erfindungsgemaB 
verwendeten Filter bestimmten Filterhalter (6) verbunden von dem das Produkt uber 
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eine AbfluBleitung (7) entweder in das VorratsgefaB rezirkuliert und/oder entnommen 
wird. 

Vorzugsweise ist die Hochdruckpumpe zum Aufbau von Arbeitsdrucken bis maximal 
80 MPa ausgelegt. Zwischen Hochdruckpumpe und Filterhatter kann gegebenenfalls 
noch ein Vorfilterhalter angebracht sein, der zur Aufnahme von Filtern mit einer 
mittleren PorengroBe von 2 bis 35 pm bestimmt ist. Femer kann die 
erfindungsgemaBe Vorrichtung noch mit Entliiftungsvorrichtungen und/oder 
Temperatur- und DruckmeBgeraten ausgestattet sein. 

Geeignete Pumpen fur die erfindungsgemaBe Vorrichtung sind beispieisweise 
pneumatische oder hydraulische Kolbenpumpen (zum Beispiel Maximator®, Fa. 
Schmidt, Kranz & Co., Zorge, Deutschland). Geeignete Pumpen sind ublicherweise 
solche, die einen Umspannfaktor von etwa 50 bis 750 aufweisen und somit aus 0,1 bis 
0,4 MPa Eingangsdruck (Luft oder Stickstoff) Arbeitsdrucke zwischen 5 und 
300 MPa erzeugen konnen. ZweckmaBigerweise werden die erfindungsgemaBen 
Vorrichtungen mit einem Regelventil (3) versehen, mittels dessen Hilfe der bei dem 
erfindungsgemaBen Verfahren anzuwendende Druck gezielt eingestelit werden kann. 
Bei hohem Druck konnen dann auch groBe Mengen an Dispersion mit hohen 
Konzentrationen an disperser Phase (beispieisweise 500 mg Lipid pro ml wassriger 
Phase) und dementsprechend hoher Viskositat (gelartig) extrudiert werden, was bei 
den vorbekannten Verfahren in der Regel nicht moglich ist. Die hierbei resultierenden 
Produktflusse liegen in der Regel zwischen 0,1 und 10 Litem pro Minute, vorzugsweise 
bei 0,15 bis 3 Litem pro Minute. 

Durch die hohen bei dem erfindungsgemaBen Verfahren anwendbaren Drucke wird 
femer das bei anderen Methoden auftretende Problem der Verstopfung der Filter 
beseitigt, wodurch Unterbrechungen des Prozesses zum Wechseln der Filter entfallen. 

Das in der erfindungsgemaBen Vorrichtung verwendete VorratsgefaB kann so gestaltet 
sein, daB es temperierbar ist, die Leitungen konnen Metallrohren oder 
Schlauchleitungen sein. Altemativ hierzu kann die Produktruckfuhrung auch uber ein 
Zweikammervorratsbehaltnis oder eine Fiussigkeitsspirale gegebenenfalls auch mit 
Warmetausch erfolgen. 

Wenn die Vorrichtung zur Herstellung pharmazeutischer Praparate verwendet werden 
soil, mussen alle produktberuhrenden Teile derselben sterilisierbar und bestandig 
gegen die in ihr verwendeten Losungsmittel sein. Vorzugsweise ist die Vorrichtung aus 
solchen Materialien gefertigt, die eine Hitzesterilisation zulassen. 
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lm Gegensatz zu den meisten vorbekannten Vorrichtungen ermoglicht es die 
erfindungsgemaBe Hochdoickextrusionsapparatur, flussige Dispersionen kontinuierlich 
und in groBeren Mengen herzustellen, wodurch der Herstellungsaufwand fur die 
Dispersionen signifikant gesenkt und somit die Wirtschaftlichkeit des Verfahrens 
deutlich verbessert wird. 

So hat die in den Ausfuhrungsbeispielen verwendete Apparatur beispielwetse 
Filterhalter, die die Verwendung von Membranfiltern von 47 mm Durchmesser 
gestatten. Das Druckhaltevermogen des hierbei verwendeten Filterhalters betragt 
80 MPa. Diese Vorrichtung eriaubt die rasche Herstellung von Dispersionen im Bereich 
von 100 bis 1000 ml (Totvolumen der Anlage etwa 10 ml). Bei der Verwendung von 
zwei Filtem mit 47 mm Durchmesser mit einer PorengroBe von kleiner/gleich 100 nm 
lassen sich mit dieser Vorrichtung Flusse erzielen, die deutlich oberhalb 150 ml pro 
Minute liegen. 

Bei entsprechender Auslegung der Apparatur ist jedoch auch die Herstellung im 
Technikums- und ProduktionsmaBstab ohne eine negative Beeintrachtigung der 
Produkteigenschaften moglich. Bei einer entsprechenden Auslegung der Vorrichtung 
(Pumpenleistung, Fittergeometrie, Rohrverbindungen etc.) kann man mit den 
entsprechenden Anlagen die erzielbare FluBrate auf weit uber 3 I pro Minute erhohen. 
Altemativ ist aber auch eine Auslegung soicher Anlagen fur sehr kleine 
Produktmengen moglich, wo dies zum Beispiel aus okonomischen Grunden erwunscht 
ist 

Bet Vorrichtungen, bei denen nach erfolgter erster Dispersion eine Ruckfuhrung des 
Produktes erfolgen soil, ist es oft zweckmaBig, daB die Dispersion zunachst in einem 
Zweikammersystem aufgefangen wird, um diese dann durch bloBes Offnen eines ent- 
sprechenden Ventils emeut in die Anlage zuruckzufuhren. Dieses 
Zweikammemsystem bietet gegenuber der direkten Rezirkulation den Vorteil, daB 
immer zunachst die Gesamtmenge der Dispersion dem ScherprozeB unterworfen wird 
und keine Vermischung von undispergierter und dispergierter Phase auftritt. Der 
gleiche Effekt kann auch uber die Rezirkulation der Disperison uber eine 
Flussigkeitsspirale erfolgen, welche das Gesamtvolumen des zu verarbeitenden 
Ansatzes faBt. Hierbei kann gleichzeitig eine Temperierung der Dispersion uber die 
AuBenwande der entsprechenden Spirale erfolgen. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist nicht nur zur Durchfuhrung des 
erfindungsgemaBen Verfahrens geeignet, sondem sie kann auch bei Anwendung 
niedrigerer Drucke im Bereich von 1 bis 6,6 MPa von Nutzen sein. 
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Die mittels der erfindungsgemaBen Vorrichtung durchfOhrbaren erfindungsgemaBen 
Verfahren zur Herstellung flussiger Dispersionen sind von besonderer Bedeutung in 
der pharmazeutischen und kosmetischen Liposomentechnologie, da sie eine 
wirtschaftliche Produktion groBer Liposomenmengen mit reproduzierbaren 
Eigenschaften (wie zum Beispiel EinschluBmenge, LiposomengroBe und 
-lamellaritat) in pharmazeutischer Qualitat (zum Beispiel Sterilitat und Pyrogenfreiheit) 
eriauben. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eriaubt die Herstellung uni- oder multilamellarer 
Liposomen uber einen weiten Grenzbereich (mittlerer Durchmesser in der Regel 
25 nm bis 5 prn). Die GroBe und Homogenitat der GroBenverteilung sowie die 
Lamellaritat der hier erhaltenen Liposomen ist unter anderem eine Funktion der 
verwendeten Filterart, und PorengroBe, des Filtrationsdrucks (Arbeitsdruck), der 
Anzahl der Passagen durch das Gerat, der Lipidart und -konzentration sowie der Art 
und Menge des eingesetzten Arzneistoffes. Mittels der ublichen Vorversuche, wie sie 
dem Fachmann gelaufig sind, lassen sich durch eine geeignete Wahl dieser Parameter 
Formulierungen mit sehr enger GroBen- und Lamellaritatsverteilung erhalten. 

Bei der Liposomenbildung mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens konnen die 
gleichen Lipidbestandteile eingesetzt werden, wie bei den ubrigen Verfahren dieser 
Art. Derartige Lipide sind in der Regel Phospholipide wie beispielsweise 
Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylglycerol, Phosphatidylserin, 
Phosphatidsaure, Phosphatidylinositol oder Sphingoiipide. Daruberhinaus konnen als 
weitere Bestandteile Steroie wie beispielsweise Cholesterol oder auch andere 
Komponenten wie Fettsauren (z.B. Stearinsaure, Paimitinsaure), Dicetylphosphat oder 
Cholesterolhemisuccinat eingesetzt werden. Bei Verwendung von amphiphilen 
Substanzen wie beispielsweise Hexadecylpoly(3)glyceroI r Dialkylpoly(7)glycerol-ether 
und Aikylglucosiden werden sogenannte Niosomen, dies sind Liposomen aus nicht- 
ionogenen Vesikelbildnem, erhalten. 

Mittels der erfindungsgemaBen Vorrichtung und des erfindungsgemaBen Verfahren ist 
es moglich sowohl hydrophile als auch lipophile Arzneistoffe liposomal zu verkapseln. 
Geeignete Wirkstoffe sind beispielsweise Vitamine, Hormone, Antimycotica, 
Antiallergica, Antphlogistica, Antihypertensiva, Antiarrhytmica, Antibiotika, Antiviralia, 
Anxiolytika, Cytostatika, Immunmodulatoren, Kontrazeptiva, Peptide, Proteine und 
Sedativa. 
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lm Falle von hydrophilen Arzneistoffen werden diese in der Regel in der zur 
Herstellung der Vordispersion verwendeten wassrigen Phase gelost und nach 
Herstellung der Vordispersion dem erfindungsgemaBen Verfahren unterworfen. 
Hierbei konnen uberraschenderweise Liposomen mit besonders hohen Einschlussen 
erhalten werden. 

So erweist sich das erfindungsgemaBe Verfahren unter anderem als besonders 
geeignet zur Verkapselung von Kontrastmitteln fur die Rontgen (beziehungsweise 
Computertomographie) und NMR Diagnostik, die mit den bisher bekannten 
mechanischen Dispersionsmethoden nur unzureichend verkapselt wurden. Bei 
EinschluB von iodhaltigen Rontgenkontrastmittein (RKM) konnen so auch bei kleinen 
Liposomendurchmessern und relativ geringen Lipidkonzentrationen hohe 
EinschluBkapazitaten erzielt werden. Durch Kombination mit einem oder mehreren 
freeze-thaw Zyklen (Einfrieren und Auftauen) laBt sich eine weitere EinschluBerhohung 
erzielen. Besonders geeignete Beispiele fur entsprechende RKM vom Typ der 
Triiodbenzoesaure sind lopromid, lohexol, lopamidol, loversol, lopentol, loxaglat, 3- 
CarbamoyI-5-tN-(2-hydroxyethyl)-acetamido]-2,4,6-triiod-benzoesaure-[(1^ 2SR)- 
2,3-dihydroxy-1-hydroxymethylpropyl]-amid und lotrolan. 

Im Faile des Einschlusses von Kontrastmitteln fur die NMR Diagnostik erweist sich das 
erfindungsgemaBe Verfahren im Hinblick auf die erzielbaren EinschluBkapazitaten 
gegenuber alien vorbeschriebenen mechanischen Verfahren iiberlegen. Durch bloBe 
Hochdruckextrusion lassen sich extrem hohe Einschlusse erhalten, die 
uberraschenderweise durch zusatzliche freeze-thaw Zyklen nicht wesentlich weiter 
gesteigert werden konnen. Besonders fur die Verkapselung geeignete NMR 
Kontrastmittel sind hierbei Gd-DTPA, Gd-EOB-DTPA, Gd-BOPTA, Gd-DOTA, 
Gadobutrol und Mn-DPDP (US-A 4,957,939, US-A 5,021,236 und Schuhmann- 
Giampieri, G., Inv. Radiol. 28, (1993) in press). 

Altemativ hierzu konnen geeignete, wasserlosliche Substanzen auch mit sogenannten 
active loading techniques (remote loading) verkapselt werden. Hierzu werden 
beispielsweise zunachst arzneistofffreie Liposomen mittels der 
Hochdruckextrusionstechnik hergestellt, die anschlieBend, z.B. uber einen pH- 
Gradienten, mit der zu verkapselnden Substanz beladen werden (Cuilis, P. R., Mayer, 
L D., Bally, M. B., Madden, T. D., Hope, M. J., Adv. Drug Delivery Rev. 3, 267-282 
(1989)). 

Zur Verkapselung lipophiler Substanzen kann bei dem erfindungsgemaBen Verfahren 
der entsprechende Wirkstoff durch Losen bzw. Dispergieren in der Lipid-Vordispersion 
bzw. durch nachtragliches Einruhren in eine fertige Liposomensuspension verkapselt 
werden. Bei solchen Arzneistoffen kann es sich auch um modifizierte 
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Arzneistoffmolekule (amphiphile Substanzen) handeln, welche durch entsprechende 
chemische Modifikation direkt als Liposomenmembranbestandteile fungieren konnen. 
Ubereinstimmend mit den bisher existierenden Liposomenpraparationsverfahren kann 
bei lipophilen Arzneistoffen von einer quantitativen Verkapselung der jeweiiigen 
Komponente ausgegangen werden, solange ein kritisches Arzneistoff/Lipidverhaltnis 
nicht uberschritten wird. Insofern erweist sich das erfindungsgemaBe Verfahren auch 
hier als besonders geeignet, da durch die Verarbeitbarkeit extrem hoher 
Lipidkonzentrationen (> 400 mg/ml) auch extrem hohe Konzentrationen lipophiler 
Arzneistoffe dispergiert werden konnen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zeichnet sich gegenuber den bisher beschriebenen 
Herstellungsmethoden durch eine sehr gute Reproduzierbarkeit der produzierten 
Liposomeneingenschaften aus. So kann beispielsweise bei der mehrfachen 
Herstellung von kontrastmittelhaltigen Uposomen unter identischen Bedingungen 
nachgewiesen werden, daB die produzierten Liposomen nur geringe Schwankungen 
hinsichtlich ihrer Eigenschaften (vor allem EinschluB, GroBe und GroBenverteilung) 
aufweisen. Diese Reproduzierbarkeit des Verfahrens wird durch die VergroBerung des 
HerstellungsmaBstabs nicht negativ beeintrachtigt. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist femer besonders zur Durchfuhrung unter 
aseptischen Bedingungen geeignet. Dies ist vor aiiem in solchen Fallen bedeutsam bei 
denen die gewunschten Liposomen aufgrund ihrer GroBe keiner terminalen 
Sterilfiltration (0,2 pm) unterzogen werden konnen. Zur aseptischen Herstellung sind 
steriiisierte, entpyrogenisierte Gerate sowie sterile und pyrogenfreie Ausgangsstoffe 
einzusetzen und es ist in Reinraumen der entsprechenden Reinraumklassen zu 
arbeiten. In alien ubrigen Fallen (d.h. letzte Extrusion kleiner/gleich 0,6 pm) kann das 
Endprodukt zumeist sterilfiltriert (z.B. 0,2 pm) werden. Daruberhinaus bietet das 
erfindungsgemaBe Verfahren die Moglichkeit, durch Extrusion unter Verwendung von 
Filtem geeigneter PorengroBe (kleiner/gleich 0.6 pm) von vomherein eine Entfernung 
von Keimen zu bewirken, wodurch eine nachtragliche Sterilfiltration entfallen konnte. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich daruber hinaus besonders zur 
Herstellung von lagerstabilen Uposomen. Im Falle der Lagerung von lopromid-haltigen 
Liposomen, bei denen der unverkapselte lopromidanteil nicht abgetrennt wird, kann so 
beispielsweise nach dreimonatiger Lagerung im Kuhlschrank keine Abnahme des pH- 
Wertes und des Einschlusses sowie keine Veranderung der mittleren Durchmesser 
festgestellt werden. 
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lm Hinblick auf die Herstellung von Emulsionen bietet das erfindungsgemaBe 
Verfahren erstmals die Moglichkeit der kontinuierlichen Herstellung groBer 
Emulsionsmengen mit reproduzierbaren Eigenschaften. Im wesentlichen kommen 
auch bei der Emulsionsherstellung die weiter oben aufgefuhrten Vorteile 
(Liposomenherstellung) des erfindungsgemaBen Hochdruckextrusionsverfahrens zum 
Tragen. Der vorher nicht beschriebene Einsatz der Filterextrusion in diesem Bereich, 
der erst durch das erfindungsgemaBe Hochdruckextrusionsverfahren eroffnet wurde, 
ermoglicht die flexible Herstellung von Emulsionen uber einen weiten GroBenbereich 
(100 nm - 20 pm mittlerer Durchmesser der dispergierten Phase) ohne groBeren 
apparativen Aufwand. Das Verfahren zeichnet sich auch in dieser Anwendung durch 
die Verarbeitbarkeit groBer Mengen an innerer Phase aus, wobei zumeist auch eine 
Direktherstellung (ohne Vordispersion) moglich ist. 

Je nach dem gewunschten Anwendungszweck lassen sich mit diesem Verfahren Zwei- 
bzw. Mehrphasenemulsionen (z.B. W/O, O/W, W/O/W oder O/W/O) herstellen. 
Als Olphase konnen dabei beispielsweise pflanzliche Ole wie Soja-, Rizinus-, Saflor- 
oder Olivenol Verwendung finden. Geeignete Emulgatoren sind beispielsweise Ei- und 
Sojalecithine bzw. reine Phospholipe aus solchen Fraktionen. Femer konnen 
beispielsweise auch nichtionische Tenside wie z.B. hohere Fettalkohole, 
Sorbitanfettsaureester oder Polyethylenglykolether bzw. -ester eingesetzt werden. 
Die Wasserphase kann aus reinem Wasser (p.i. oder pur.) bzw. waBrigen Losungen 
verschiedener Puffer- oder Salze (z.B. NaCI, KCI) bestehen und auch Zusatze wie 
beispielsweise Glycerol enthalten. Daruberhinaus konnen Emulsionen fur die 
parenteral Emahrung zusatzlich Zucker wie Glucose und Xylitol sowie weitere Salze 
wie Natriumdihydrogenphosphat, Magnesiumchlorid oder Zinkacetat enthalten. 
Daruberhinaus konnen auch Fette wie z.B. mittelkettige Triglyceride in der Emulsion 
vorhanden sein. 

Femer konnen in einer oder beiden Phasen Arzneistoffe bereits vor der 
Emulsionsherstellung gelost oder suspendiert werden bzw. nach vollendeter 
Emulsionsherstellung, analog zu den in der Literatur beschriebenen Verfahren, 
eingearbeitet werden. Die entsprechenden hydrophilen oder lipophilen Wirkstoffe 
konnen dabei beispielsweise den weiter oben (Liposomenherstellung) aufgefuhrten 
Substanzklassen zugehoren. 
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Die nachfolgenclen Ausfuhrungsbeispiele dienen zur naheren Erlauterung der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung und des erfindungsgemaBen Verfahrens. 

Die hierbei verwendeten Abkurzungen sind folgende: 



A.) Ausfuhrungsbeispiele betreffend die erfindungsgemaBe Vorrichtung 
Beispiel A 1: 

Die Vorrichtung ist eine in Abbildung 1 schematisch dargesteilte kontinuierlich 
arbeitende Hochdruckextrusionsapparatur. 

Sie besteht aus einem temperierbaren VorratsgefaB (1), welches uber eine 
Rohrverbindung mit einer pneumatischen Kolbendruckluftpumpe (2) verbunden ist, die 
einen Umspannfaktor von etwa 250 aufweist. Die Kolbendruckluftpumpe wird mittels 
Stickstoff betrieben, wobei der Eingangsdruck uber ein EinlaBventil (3) eingestellt wird. 
Von der Hochdruckpumpe fuhrt eine Rohrverbindung uber ein Entluftungsventil (4) und 
ein Manometer (5) zu einem Hochdruckfiiterhalter (6), welcher zur Aufnahme von 
Membranfilterscheiben mit einem Durchmesser von 47 mm geeignet ist. Die aus dem 
Filterterhalter austretende Dispersion wird uber eine Schlauchverbindung (7) 
abgefuhrt, die wahlweise zur Produktentnahme oder zur Produktruckfuhrung in das 
VorratsgefaB (1) dient. 

Beispiel A 2: 

Diese in Abbildung 2 schematisch dargesteilte Vorrichtung ist ebenfalls eine 
kontinuierlich arbeitende Hochdruckextrusionsapparatur. 

Sie unterscheidet sich von der in Abbildung 1 dargestellten Apparatur dadurch, daB 
hinter dem Manometer (5) noch ein Metalltassenvorfilter (6) mit einem 
Porendurchmesser von beispielsweise 35 pm eingebaut ist. 

Ein weiterer Unterschied zu der in Abbildung 1 beschriebenen Apparatur besteht darin, 
daB die aus dem Filterhalter (7) austretende Schlauchverbindung zu einem 



Choi: 
DCP: 
EPC: 
EPS: 
PCS: 



Cholesterol, Cholesterol gepulvert, E. Merck, Darmstadt 
Dicetylphosphat, Sigma, St.Louis, MO, USA 
Eiphosphatidylcholin, Lipoid E 100, Lipoid KG, Ludwigshafen 
Eiphosphatidylserin, Lipoid EPS, Lipoid KG 
Photonenkorrelationsspektroskopie- Verfahren zur Messung von 
TeilchengroBen unter 1 pm 
Sojaphosphatidsaure, Lipoid SPA, Lipoid KG 
Sojaphosphatidylcholin, Lipoid S 100, Lipoid KG 
Sojaphosphatidylethanolamin, Lipoid SPE, Lipoid KG 
Sojaphosphatidylglycerol, Lipoid SPG, Lipoid KG 
Stearinsaure, Fluka, CH-Buchs 



SPA: 
SPC: 
SPE: 
SPG: 
SS: 
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ZweikammervorratsgefaB (1) fuhrt. Der Auslauf des oberen der zwei GefaBe (1a) ist 
mit einem Dreiwegeventil (1c) versehen, welches es erlaubt die darin befindliche 
Dispersion ganz oder teilweise zu entnehmen oder Qber das untere GefaB (1b) emeut 
dem HochdruckextrusionsprozeB zuzufuhren. 

B.) Ausf uhrungsbeispiele betreffend das erfindungsgemaDe Verfahren 

Vorbemerkung: In den nachfolgenden Ausfuhrungsbeispielen wird der mittlere 
Vesikeldurchmesser mittels PCS (Submicron particle sizer autodilute model 370, Fa. 
Nicomp Instr. Corp., Goleta, CA) bestimmt. 

Beispiel B 1 : Herstellung einer Liposomensuspension mit 50 mg SPC/ml 

5 g SPC werden bei 50°C am Rotationsverdampfer in Ethanol gelost und anschlieBend 
zum Film eingedampft. 

Der erhaltene Film wird mit 100 ml 20 mM Tris-HCI-Puffer (pH = 7,5) versetzt und nach 
15-minutigem Quellen durch mindestens 2-minutiges Schutteln von Hand abgelost. Die 
so erhaltene Vordispersion wird mit der erfindungsgemaBen Apparatur bei einem 
Arbeitsdruck zwischen 3 und 10 MPa jeweils 5 mal uber 2 Polycarbonatmembranen 
absteigender PorengroBe (5.0, 1.0, 0.4, 0.2, 0,1, 0.05 und 0.03 pm) sequentiell filtriert. 
Die erhaltene Liposomensuspension ist leicht opaleszierend und die Liposomen 
weisen einen mittleren Durchmesser von 64 nm auf. 

Beispiel B 2: Herstellung einer Liposomensuspension mit 200 mg SPC/ml 

Herstellung wie Beispiel B 1 jedoch Einsatz von 20 g SPC bei der Filmbildung. 

Die erhaltene Liposomensuspension ist leicht opaleszierend und die Liposomen 

weisen einen mittleren Durchmesser von 73 nm auf. 

Beispiel B 3: Herstellung einer Liposomensuspension mit 400 mg SPC/ml 

Herstellung wie Beispiel B 1 jedoch Einsatz von 40 g SPC bei der Filmbildung. 

Die erhaltene Liposomensuspension ist von gelartiger Konsistenz und die Liposomen 

weisen einen mittleren Durchmesser von 74 nm auf. 
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Beispiel B 4: Herstellung einer Liposomensuspension mit 50 mg SPC/Chol/SPG 
(molares Verhaltnis 6:3:1) pro ml 

Herstellung wie Beispiel B 1 jedoch Einsatz von 5 g des Lipidgemisches zur 
Filmbildung. Die erhaltene Liposomensuspension ist stark transparent bis leicht 
opaleszierend und die Liposomen weisen einen mittleren Durchmesser von 72 nm auf . 

Beispiel B 5: Herstellung einer Liposomensuspension mit verringerter Anzahl 
an Extrusionsschritten 

Herstellung und Zusammensetzung wie Beispiel B 4 jedoch Reduktion der 
Extrusionsstufen auf 0.4, 0.1 und 0.03 pm. Die erhaltene Liposomensuspension ist 
stark transparent bis leicht opaleszierend und die Liposomen weisen einen mittleren 
Durchmesser von 68 nm auf. 

Beispiel B 6 - B 18: Verwendung unterschiedlicher Lipide und Lipidgemische 

Plazeboliposomen mit unterschiedlichen Lipidzusammensetzungen werden wie 
nachfolgend beschrieben produziert: 

-Die Herstellung eines Lipidfilms erfolgt durch Rotationsverdampfung einer 
organischen Lipidlosung (Ethanol, Methanol oder Chloroform/Ethanol - je nach 
Loslichkeit) bei erhohter Temperatur (z.B. 50° C). 

-Der Lipidfilm wird mit Pufferiosung oberhalb der Phasenubergangstemperatur des 
verwendeten Lipidgemischs dispergiert (Quellzeit mind. 15 min, Schutteln von Hand - 
mind. 2 min) 

-Die sequentielle Extrusion der Vordispersion (MLV) erfolgt Qber Filter absteigender 
PorengroSe (5,0; 1,0; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05 und gegebenenfalls 0,03 pm - je 5 
Filterpassagen - gegebenenfalls bei erhohter Temperatur). 

In diesen Beispielen (B 6 - B 18) werden jeweils zwei ubereinandergelegte 
Polycarbonatfilter pro FiltergroBe verwendet, wobei die letzte Extrusion uber 
0,05 pm Filter erfolgt. Nach AbschluB der Extrusion werden die Liposomen- 
suspensionen sterilfiltriert (Celluloseacetatmembran, 0,2 pm). Die eingesetzte 
Lipidkonzentration betragt jeweils 50 mg/ml. Es werden 100 ml Ansatze in Puffer 
(20 mM Tris(hydroxymethyI)-aminomethan, pH 7,5, im folgenden Tris-Puffer genannt) 
hergestellt. 
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Tabelle 1: Mittlere Durchmesser hochdruckextrudierter Liposomen unterschiedlicher 
Lipidzusammensetzung (Beispiele B 6 - B 1 8) 



Lipidgemisch 


Molare 


Mittlerer Durchmesser 




Zusammensetzung 


[nm] 


SPC 




75 


* EPC 




86 


SPC:Chol 


9:1 


80 


SPC:Chol 


7:3 


83 


SPC:Chol 


5:5 


93 


SPC:SPE 


9:1 


93 


SPC:EPS 


9:1 


78 


SPC:SPG 


9:1 


65 


SPC:SPA 


9:1 


66 


SPC:SS 


9:1 


90 


SPC:DCP 


9:1 


91 


SPC:Chol:SPG 


6:3:1 


79 


SPC(hydriert):Chol:SPG 


6:3:1 


101 



Beispiel B 19 - B 22: Ansatze mit unterschiedlichen Lipidkonzentrationen 

Es werden Ansatze aus reinem SPC und Tris-Puffer mit den Lipidkonzentrationen 50, 
100, 200 und 400 mg/ml wie unter Beispiel B 6- B 18 beschrieben hergestellt. Die 
letzte Stufe der Extrusion erfolgte bei einer PorengroBe yon 0,03 \xm. Die erhaltenen 
Werte sind in Tabelle 2 aufgelistet. 



Tabelle 2: LiposomengroBe in Abhangigkeit von der eingesetzten Lipidkonzentration 
(Beispiele B 19 -B 22) 



Lipidkonzentration [mg/ml] 


Mittlerer Durchmesser [nm] 


50 


64 


100 


70 


200 


73 


400 


74 
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Beispiel B 23 - B 29: Beeinflussung der resultierenden Vesikeldurchmesser 
durch die PorengroBe der verwendeten Filter 

Es werden Ansatze wie unter Beispiel B 6- B 18 hergestellt und charakterisiert, jedoch 
mit der Anderung, daB die PorengroBe des letzten Extrusionschrittes bei jedem Ansatz 
variiert wird. Die jeweils letzten PorengroBen sind 5,0, 1,0, 0,4, 0,2, 0,1, 0,05 und 0,03 * 
pm. Als Lipid wird ein Gemisch aus SPC, Choi und SPG (6:3:1) in Tris-Puffer 
eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefaBt. 



Tabelle 3: Vesikeldurchmesser in Abhangigkeit von der FilterporengroBe 
(Beispiele B 23 - B 29) 



FilterporengroBe des letzten 
Extrusionsschritts fum] 


Mittlerer Durchmesser [nm] 


5,0 


403 


1,0 


268 


0,4 


191 


0,2 


118 


0,1 


106 


0,05 


79 


0,03 


72 



Beispiel B 30 - B 33: EinfluB der Passagenanzahl auf die mittleren 
Vesikeldurchmesser 

Es werden vier Ansatze wie unter Beispiel B 6 - B 18 beschrieben, jedoch mit jeweils 
unterschiedlicher Passagenanzahl (1, 3, 5 und 10) auf jeder Extrusionsstufe hergestellt 
und charakterisiert. Als Lipid dient ein Gemisch aus SPC, Choi und SPG (6:3:1) in Tris- 
Puffer. Alle Ansatze werden einem 3-stufigen Extrusionsprozess durch Membranen mit 
0,4, 0,1 und 0,03 pm PorengroBe unterworfen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 
dargestellt. 



Tabelle 4: EinfluB der Passagenanzahl (Beispiele B 30 - B 33) 



Anzahl Passagen pro Filterstufe 


Mittlerer Durchmesser [nm] 


1 


104 


3 


101 


5 


91 


10 


70 
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Beispiel B 34: Herstellung einer Liposomensuspension ohne vorherige 
Filmbildung (Direktdispersion) 

Es wird ein 100 ml groBer Ansatz aus SPC:ChoI: SPG (6:3:1) in Tris-Puffer mit einer 
Lipidkonzentration von 50 mg/ml hergestellt. Ohne vorherige Filmbildung werden die 
Lipide direkt in einen 100 ml MeBzylinder eingewogen und mit 70 °C heiBem Tris- 
Puffer versetzt. Nach dem Quellen (30 min) werden sie mit einem Ultraturrax 30 min 
mit 13500 U/min bei gleicher Temperatur dispergiert und anschlieBend wie unter 
Beispiel B 6 - B 18 beschrieben extrudiert. Das Endprodukt weist einen mittleren 
Durchmesser von 60 nm bei einem Variationskoeffizienten von 25% auf. 

Beispiel B 35: Extrusion unter Verwendung einer FilterporengroBe (0,1 pm) 

Es wird ein 100 ml groBer Ansatz aus EPC in Tris-Puffer mit einer Lipidkonzentration 
von 100 mg/ml hergestellt. Ohne vorherige Filmbildung wird das Lipid direkt in einen 
100 ml MeBzylinder eingewogen und bei Raumtemperatur mit Tris-Puffer versetzt. 
Nach dem Quellen (15 min) wird die Mischung mit einem Ultraturrax 10 min mit 13500 
U/min bei gleicher Temperatur dispergiert und anschlieBend je 10 mal uber zwei 
ubereinandergelegte 0,1 pm Polycarbonatfilter extrudiert. Das Endprodukt weist einen 
mittleren Durchmesser von ca. 120 nm bei einem Variationskoeffizienten von 32% auf. 

Beispiel B 36: Herstellung eines GroBansatzes (1 I Liposomensuspension) mit 
hohen Durchf luBraten 

Es wird ein 1000 ml groBer Ansatz aus SPC in Tris-Puffer mit einer Lipidkonzentration 
von 100 mg/ml hergestellt. Ohne vorherige Filmbildung wird das Lipid direkt in einen 
1000 ml MeBzylinder eingewogen und bei Raumtemperatur mit Tris-Puffer versetzt. 
Nach dem Quellen (15 min) wird die Mischung mit einem Ultraturrax 10 min mit 13500 
U/min bei gleicher Temperatur dispergiert und anschlieBend je 10 mal sequentiell uber 
zwei ubereinandergelegte Polycarbonatfilter (1,0 - 0,2 und 0,1 pm) extrudiert. 
Die DurchfluBrate betragt hierbei unabhangig von der PorengroBe der verwendeten 
Membranen ca. 500 ml/min. 

Die nach 10 Passagen uber die letzte Filterkombination (0,1 pm) erhaltenen 
Liposomen weisen einen mittleren Durchmesser von ca. 110 nm bei einem 
Variationskoeffizienten von 30% auf . 
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Beispiel B 37: Herstellung eines Ansatzes mit hoher Lipidkonzentration 
(500 mg/ml) 

Es wird ein 100 ml groBer Ansatz aus SPC in Tris-Puffer mit einer Lipidkonzentration 
von 500 mg/ml hergestellt. Ohne vorherige Filmbildung wird das Lipid direkt in einen 
100 ml MeBzylinder eingewogen und bei Raumtemperatur mit Tris-Puffer versetzt. 
Nach dem Quellen (30 min) wird die Mischung mit einem Ultraturrax 10 min mit 13500 
U/min bei gleicher Temperatur dispergiert wobei eine gelartige Konsistenz erhalten 
wird. Dieses Gel wird anschlieBend je 2 mal sequentiell uber zwei ubereinandergelegte 
Polycarbonatfilter (1,0 - 0,2 und 0,1 pm) extrudiert, ohne daB die Membranen 
verstopften. 

Die nach 2 Passagen uber die letzte Filterkombination (0,1 pm) erhaltenen Liposomen 
(Gel) weisen einen mittleren Durchmesser von ca. 180 nm bei einem 
Variationskoeffizienten von 41% auf. 

Beispiel B 38: Herstellung eines Ansatzes unter Verwendung von 
Polytetrafluorethylen (PTFE) Filtern 

Es wird ein 100 ml groBer Ansatz aus SPC in Tris-Puffer mit einer Lipidkonzentration 
von 100 mg/ml hergestellt. Ohne vorherige Filmbildung wird das Lipid direkt in einen 
100 ml MeBzylinder eingewogen und bei Raumtemperatur mit Tris-Puffer versetzt. 
Nach dem Quellen (15 min) wird die Mischung mit einem Ultraturrax 10 min mit 13500 
U/min bei gleicher Temperatur dispergiert. AnschlieBend wird diese Vordispersion je 
10 mal sequentiell uber zwei ubereinandergelegte PTFE-filter (5,0 - 1,2 und 0,2 pm) 
extrudiert. 

Die nach 10 Passagen uber die letzte Filterkombination (0,2 pm) erhaltenen 
Liposomen weisen einen mittleren Durchmesser von ca. 210 nm bei einem 
Variationskoeffizienten von ca. 30% auf. 

Beispiel B 39: Herstellung eines Ansatzes unter Verwendung eines 
Metall(tassen)-f ilters (5 pm) 

Es wird ein 1000 ml groBer Ansatz aus SPC in Tris-Puffer mit einer Lipidkonzentration 
von 100 mg/ml hergestellt. Ohne vorherige Filmbildung wird das Lipid direkt in einen 
1000 ml MeBzylinder eingewogen und bei Raumtemperatur mit Tris-Puffer versetzt. 
Nach dem Quellen (15 min) wird die Mischung mit einem Ultraturrax 10 min mit 13500 
U/min bei gleicher Temperatur dispergiert und anschlieBend je 10 mal uber einen 
Metall(tassen)-filter mit einer nominalen PorengroBe von 5 pm extrudiert. 
Die nach 10 Passagen erhaltenen Liposomen weisen einen mittleren Durchmesser 
von ca. 1 ,4 pm bei einem Variationskoeffizienten von ca. 80% auf. 
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Beispiel B 40: Herstellung von Niosomen 

Es wird ein 100 ml groBer Ansatz mit 4 g VolpoN3 (Polyoxyethylenglykol-Iaurylalkohol) 
und 1 g Cholesterol in Tris-Puffer hergestellt. Ohne vorherige Filmbildung werden die 
Lipide direkt in einen 100 ml MeBzylinder eingewogen und bei RT mit Tris-Puffer 
versetzt. Nach dem Quellen (15 min) werden sie mit einem Ultraturrax 10 min mit 
13500 U/min bei gleicher Temperatur dispergiert und anschlieBend sequentiell je 5 mal 
uber zwei ubereinandergelegte Polycarbonatfilter absteigender PorengroBe (5,0 - 0,2 
und 0,05 pm) extrudiert. Das Endprodukt weist einen mittleren Durchmesser von 53 
nm bei einem Variationskoeffizienten von 33% auf. 

Beispiel B 41 - B 44: EinschluB von lopromid unter Verwendung verschiedener 
Herstellungsmethoden 

Es werden wie in Beispiel B 6 - B 18 beschrieben 100 ml Liposomensuspensionen 
hergestellt, die das wasserlosliche, nicht-ionische Rontgenkontrastmittel lopromid 
enthalten. Die lodkonzentration im Endprodukt betragt 100 mg/g, die 
Lipidkonzentration 160 mg/g. Als Lipide werden SPC, Choi und SPG im molaren 
Verhaltnis (6:3:1) verwendet. Als Ausgangslosung wird mit Tris-Puffer verdunntes 
Ultravist® 370 eingesetzt. Die PorengroBe der letzten Extrusionsstufe betragt 0,1 pm. 
Die Herstellungverfahren unterscheiden sich wie folgt: 

B 41. Verfahren wie unter Beispiel B 6 beschrieben, bei Raumtemperatur (RT) 
extrudiert. 

B 42. Verfahren wie unter Beispiel B 41 beschrieben, bei 70° C extrudiert. 

B 43. Verfahren wie unter Beispiel B 6 beschrieben, nach der Extrusion durch 

0,4 pm PorengroBe wird der Ansatz jedoch 3 Gefrier-Tau-Zyklen (Freeze-Thaw) 

unterworfen. Eingefroren wird in Glasvials in Methanol/Trockeneis bei -70 bis -80° C, 

aufgetaut im Wasserbad bei +70° C. Extrudiert wird bei Raumtemperatur. 

B 44. Verfahren wie unter B 43 beschrieben, jedoch Extrusion bei 70° C. 

Zur Charakterisierung der hergestellten Liposomen wird der EinschluB mittels 
Gleichgewichtsdialyse mit photometrischer Auswertung sowie der mittlere 
Vesikeldurchmesser mit PCS bestimmt. Die Mittelwerte und Variationskoeffizienten der 
Ergebnisse aus je drei Ansatzen sind in Tabelle 5 zusammengefaBt. 
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Beispiel 


Mittlerer Durchmesser 


EinschluB 




[nml 


r%i 


41 


118 


34,1 


42 


107 


34,0 


43 


117 


45,1 


44 


109 


40.8 



Beispiel B 45 - B 49: lopromideinschluB und VesikelgroBe in Abhangigkeit von 
der PorengroBe des letzten Extrusionsschrittes 

Es werden Ansatze wie unter Beispiel B 43 hergestellt und charakterisiert, jedoch mit 
der Anderung, da(3 die PorengroBe des letzten Extrusionschrittes bei jedem Ansatz 
variiert wird. Die jeweils letzten PorengroBen sind 1,0, 0,4, 0,2, 0,1 und 0,05 urn. Die 
Freeze-Thaw-Zyklen werden nach Extrusion durch 5,0 um durchgefuhrt. Die 
Lipidkonzentration betragt 150 mg/ml. Die Mittelwerte und Variationskoeffizienten der 
Ergebnisse aus je drei Ansatzen sind in Tabelle 6 zusammengefaBt. 



Tabelle 6: Eigenschaften lopromid-haltiger Liposomen in Abhangigkeit von 
der PorengrSBe 



Beispiel 


PorengroBe 


Mittlerer Durchmesser 
fnml 


EinschluB 

r%i 


45 


1.0 


211 


50,6 ±1,5 


46 


0.4 


207 


50,3 ±1,5 


47 


0.2 


164 


45,0 ±0,5 


48 


0.1 


117 


! 40,6 ± 0,8 


49 


0.05 


87 


34,2 ± 0,5 



Beispiel B 50 - B 53: lopromideinschluB und VesikelgroBe in Abhangigkeit von 
der Lipidkonzentration 

Es werden Ansatze wie unter Beispiel B 43 hergestellt und charakterisiert, jedoch mit 
der Anderung, daB verschiedene Lipidkonzentrationen (50, 100, 150 und 160 mg/ml) 
eingesetzt werden. Die Mittelwerte und Variationskoeffizienten der Ergebnisse aus je 
drei Ansatzen sind in Tabelle 7 zusammengefaBt. 
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Tabelle 7: Eigenschaften lopromid-haltiger Liposomen in Abhangigkeit von 
der Lipidkonzentration 



Beispiel 


Lipidkonzentration 
[mg/g] 


Mittierer Durchmesser 
rnm] 


EinschluB 

r%i 


50 


50 


116 


19,3 ±1,2 


51 


100 


115 


27,9 ± 0,6 


52 


150 


104 


j_ 40,2 ±1,1 


53 


160 


117 


45,1 ±1,9 



Beispiel B 54: Drei-Monats-Stabilitat von lopromidliposomen 

Zur Beurteilung der Stabilitat von lopromidliposomen wird ein 3-Fachansatz nach 
3-monatiger Lagerung im Kuhlschrank hinsichtlich des pH, des Einschlusses und der 
VesikelgroBe untersucht. Bei den eingelagerten Proben wird der unverkapselte 
lopromidanteil vor der Einlagerung nicht entfemt, d.h. die extrudierten Liposomen 
werden direkt eingelagert. 

Die nachfolgende Tabelle 8 zeigt die Eigenschaften der entsprechenden Liposomen zu 
den jeweiligen Zeitpunkten. 



Tabelle 8: Stabilitat von lopromidliposomen 



Ansatz 


pH 


pH 


EinschluB 


EinschluB 


mitt!. DurchmTVK 


mtttl. DurchmWK 








(%) 


(%) 


(nm/%) 


(nm/%) 




nach 


nach 3 


nach 


nach 3 


nach 


nach 3 




Herstellung 


Monaten 


Herstellung 


Monaten 


Heratellunq 


Monaten 


a 


7,3 


7.2 


39,6 


38,4 


99/32 


101/30 


b 


7,2 


7,2 


41,4 


40,8 


107/30 


114/33 


c 


7,2 


7,2 


39,5 


40,3 


107/36 


1 1 1/36 


mean: 


7,2 


7,2 


40,2 


39,8 


104/33 


109/33 



Beispiel B 55- B 57: EinschluB von Gd-DTPA unter Verwendung verschiedener 
Herstellungsmethoden 

Es werden wie unter Beispiel B 6 - B 18 beschrieben 100 ml Liposomensuspensionen 
hergestellt, die das wasserlosliche, ionische MRT-Kontrastmittel Gadopentetsaure- 
Dimegluminsalz (im folgenden nur Gd-DTPA genannt) enthalten. Die Gd-Konzentration 
im Endprodukt betragt 180 pmol/g, die Lipidkonzentration 150 mg/g. Als Lipide werden 
SPC und Choi im molaren Verhaltnis (7:3) verwendet. Als Ausgangslosung wird mit 
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Wasser 1:1 verdunntes Magnevist® eingesetzt. Die PorengroBe der letzten 
Extrusionsstufe betragt 0,1 [*n\. Die Herstellungverfahren unterscheiden sich wie folgt: 

B 55. Verfahren wie unter Beispiel B 6 beschrieben, bei Raumtemperatur extrudiert 

B 56. Verfahren wie unter Beispiel B 6 beschrieben, bei 70° C extrudiert. 

B 57. Verfahren wie unter Beispiel B 6 beschrieben, nach der Extrusion durch 0,4 pm 
PorengroBe wird der Ansatz jedoch 3 Gefrier-Tau-Zyklen (Freeze-Thaw) unterworfen. 
Eingefroren wird in Glasvials in Methanol/Trockeneis bei -70 bis -80° C, aufgetaut im 
Wasserbad bei +70° C. Extrudiert wird bei Raumtemperatur. 

Zur Charakterisierung der hergestellten Liposomen wird der EinschluB mittels 
Gleichgewichtsdialyse und Inductively-coupled-plasma-atomic-emission-spectrometry 
(ICP-AES) sowie der mittlere Vesikeldurchmesser mit PCS bestimmt. Die Mittelwerte 
und Variationskoeffizienten der Ergebnisse aus je drei Ansatzen sind in Tabelle 9 
zusammengefaBt. 



Tabelle 9: Eigenschaften Gd-DTPA-haltiger Liposomen 



Beispiel 


Mittlerer Durchmesser 


EinschluB 




rnm] 


t%l 


55 


110 


44,2 ±0,5 


56 


103 


47,9 ±0,8 


57 


101 


49,5 ± 5,1 



Beispiel B 58 - B 60: Gd-DTPA-EinschluB und VesikelgroBe in Abhangigkeit von 
der PorengroBe des letzten Extrusionsschrittes 

Es werden Ansatze wie unter Beispiel B 57 hergestellt und charakterisiert, jedoch mit 
der Anderung, daB die PorengroBe des letzten Extrusionschrittes bei jedem Ansatz 
variiert wird. Die jeweils letzten PorengrdBen sind 0,2, 0,1 und 0,05 ym. Die Mittelwerte 
und Variationskoeffizienten der Ergebnisse aus je drei Ansatzen sind in Tabelle 10 
zusammengefaBt. 
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Eigenschaften Gd-DTPA-haltiger Liposomen in Abhangigkeit von der 



Beispiel 


PorengroBe 


Mittlerer Durchmesser 
[nm] 


EinschluB 
1%1 


58 


0.20 


158 


50,1 ± 2,8 


59 


0,10 


113 


46,3 ±1,8 


60 


0,05 


84 


43,2 ± 0,4 



Beispiel B 61 - B 63: Gd-DTPA-EinschluB und VesikelgroBe in Abhangigkeit von 
der Lipidkonzentration 

Es werden Ansatze wie unter Beispiel B 57 hergestellt und charakterisiert, jedoch mit 
der Anderung, da(3 verschiedene Lipidkonzentrationen (100, 150 und 200 mg/mi) 
eingesetzt werden. Die Mittelwerte und Variationskoeffizienten der Ergebnisse aus je 
drei Ansatzen sind in Tabelle 1 1 zusammengefaBt. 



Tabelle 1 1 : Eigenschaften Gd-DTPA-haltiger Liposomen in Abhangigkeit von der 
Lipidkonzentration 



Beispiel 


Lipidkonzentration 
[mg/g] 


Mittlerer Durchmesser 
[nm] 


EinschluB 

ra 


61 


100 


107 


37,9 ± 0,8 


62 


150 


101 


49,5 ± 5.1 


63 


200 


114 


61 ,5 ±0,9 



Beispiel B 64: Herstellung von Liposomen mit einem lipophilen Arzneistoff 
(Methylprednisolonaceponat - MPA) 

20 ml Plazeboliposomen bestehend aus 50 mg SPC/ml, welche gemaB Beispiel 1, 
jedoch mit 0.2 \xrr\ als letzter Extrusionsstufe, hergestellt wurden, werden mit 50 mg 
MPA versetzt und anschlieBend bei Raumtemperatur 24 h mit einem Magnetruhrer 
geruhrt. 

Die so erhaltenen Liposomen weisen einen mittleren Durchmesser von 189 nm bei 
einem Variationskoeffizienten von 30% auf. Das MPA ist vollstandig in den Liposomen 
verkapselt. 
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Beispiel B 65: Herstellung einer 5%-igen O/W-Emulsion 

1,5 g Lipoid E 80 werden in etwa 50 ml bidestilliertem Wasser suspendiert und 
anschlieBend 5 ml filtriertes Sojaol (beides Lipoid KG, Ludwigshafen) hinzugefugt. 
Nach Zusatz von bidestilliertem Wasser ad 100 ml wird die Mischung 10 min mit einem 
Ultra-Turrax (13500U/min) vordispergiert. AnschlieBend wird diese Vordispersion je 10 
mal uber zwei Qbereinandergelegte Polycarbonatfilter (0,1 pm) extrudiert. Die 
TropfchengroBe der so erhaltenen homogenen, gelblich-truben O/W-Emulsion betragt 
ca. 430 nm. 

Beispiel B 66: Herstellung einer 5%-igen O/W-Emulsion unter Verwendung eines 
PTFE-Filters 

1,5 g Lipoid E 80 werden in etwa 50 ml bidestilliertem Wasser suspendiert und 
anschlieBend 5 ml filtriertes Sojaol (beides Lipoid KG, Ludwigshafen) hinzugefugt. 
Nach Zusatz von bidestilliertem Wasser ad 100 ml wird die Mischung 10 min mit einem 
Ultra-Turrax (13500U/min) vordispergiert. AnschlieBend wird diese Vordispersion je 10 
mal uber zwei Qbereinandergelegte PTFE-filter (0,2 pm) extrudiert. Die 
TropfchengroBe der so erhaltenen homogenen, gelblich-truben O/W-Emulsion betragt 
ca. 230 nm. 

Beispiel B 67: Herstellung einer 20%-igen O/W-Emulsion 

1 g Cremophor S9 (BASF) wird in etwa 50 ml bidestilliertem Wasser suspendiert und 
anschlieBend 20 ml filtriertes Sojaol (Lipoid KG, Ludwigshafen) dazugefugt. Nach 
Zusatz von bidestilliertem Wasser ad 100 ml wird die Mischung 1 min mit einem Ultra- 
Turrax (8000U/min) vordispergiert. AnschlieBend wird diese Vordispersion je 10 mal 
uber zwei Qbereinandergelegte Polycarbonatfilter (0,1 pm) extrudiert. Die 
TropfchengroBe der so erhaltenen homogenen, milchig-truben O/W-Emulsion betragt 
ca. 880 nm. 
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Patpntanspruche: 



1 . Verfahren zur Herstellung flussiger, disperser Systems, dadurch gekennzeich- 
net, daB man eine Vordispersion unter hohem Druck von 6,6 bis 250 MPa 
sequentiell Qber 1 bis 8 Filterstufen zwischen 0,01 und 35 Mm extrudiert. 

2. Verfahren zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB Patentanspruch 
1, dadurch gekennzeichnet, daB man die Vordisperison Qber Filter aus 
anorganischen Materialien extrudiert 

3. Verfahren zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB Patentanspruch 
1, dadurch gekennzeichnet, daB man die Vordisperison Qber Membranfilter 
extrudiert. 

4. Verfahren zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB man die Dispersionen Qber 2 bis 4 
Qbereinandergelegte Membranfilter pro Filtrationsstufe extrudiert. 

5. Verfahren zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Qbereinandergelegten Filter 
unterschiedliche PorengroBen aufweisen. 

6. Verfahren zur Herstellung flQssiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Extrusion kontinuierlich 
erfolgt. 

7. Verfahren zur Herstellung flQssiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB man die Dispersion sequentiell 
Qber Filter absteigender PorengroBe extrudiert. 

8. Verfahren zur Herstellung flQssiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 1 bis 7, dadurch gekennzeichent, daB 1 bis 20 Filterpassagen pro 
Filtrationsstufe angewendet werden. 

9. Verfahren zur Herstellung flQssiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 1 bis 8 dadurch gekennzeichnet, daB die in einem Gang herzustellen- 
den Produktmengen oberhalb 100 ml liegen. 
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1 0. Verfahren zur Herstellung flussiger, disperser Systems gemaB Patentanspruch 
1 bis. 9 dadurch gekennzeichnet, daB die Produktflusse oberhalb 150 ml pro 
Minute liegen. 

1 1 . Verfahren zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 1 bis 10 dadurch gekennzeichnet, daB das disperse System eine 
Emulsion ist. 

12. Verfahren zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 1 bis 10 dadurch gekennzeichnet, daB das disperse System eine 
Liposomensuspension ist. 

13. Verfahren zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB diese Rontgenkontrastmittel 
enthalten. 

14. Verfahren zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB diese als Rontgenkontrastmittel 
lotrolan, lopromid Oder 3-Carbamoyl-5-[N-(2-hydroxyethyl)-acetamido]-2,4,6- 
triiod-benzoesaure-[(1 RS, 2SR)-2,3-dihydroxy-1 -hydroxymethylpropylj-amid 
enthalten. 

15. Verfahren zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB diese NMR-Kontrastmittel enthalten. 

16. Verfahren zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 15, dadurch gekennzeichnet, das diese als NMR-Kontrastmittel 
Gd-DTPA, Gd-EOB oder Gadobutrol enthalten. 

17. Verfahren zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 11 und 12, dadurch gekennzeichnet, daB die erhaltenen Dispersionen 
steril sind. 

1 8. Vorrichtung zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gekennzeichnet 

durch ein VorratsgefaB, dessen AbfluBleitung zu einer Hochdruckpumpe fuhrt, ^ 
die zum Aufbau von Arbeitsdrucken bis maximal 250 MPa ausgelegt ist, welche 
ihrerseits mit einem zur Aufnahme der erf indungsgemaB verwendeten Filter 
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bestimmten Filterhalter verbunden ist, von dem das Produkt uber eine 
AbfluBleitung entweder in das VorratsgefaB rezirkuliert und/oder entnommen 
wird. 

1 9. Vorrichtung zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB 
Patentanspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Hochdruckpumpe 
zum Aufbau von Arbeitsdruckeh bis maximal 80 MPa ausgelegt ist. 

20. Vorrichtung zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB 
Patentanspruch 18 und 19, dadurch gekennzeichnet, daB zwischen 
Hochdruckpumpe und Filterhalter zusatzlich noch ein Vorfilterhalter 
angebracht ist, der zur Aufnahme von Filtem mit einer mittleren PorengroBe 
von 2 bis 35 pm bestimmt ist. 

21 . Vorrichtung zur Herstellung flussiger, disperser Systeme gemaB Patentan- 
spruch 18 bis 20, dadurch gekennzeichnet, daB diese zusatzlich noch mit 
Entluftungsvorrichtungen und/oder Temperatur- und DruckmeBgeraten aus- 
gestattet ist. 
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